







Comparative Studies on Enzymes 

















































FDPを環化し amoprha-4,11-dieneを生成する amorpha-4,11-diene synthase（ADS）（Chang et 
al., 2000; Mercke et al., 2000; Wallaart et al., 2001）、amorpha-4,11-dieneの 12位炭素を選択
的に酸化し artemisinic alcohol、artemisinic aldehyde を経て artemisinic acid を生成するシト
クローム P450モノオキシゲナーゼ（CYP71AV1）（Ro et al., 2006; Teoh et al., 2006）などが明
らかにされてきた。さらに、A. annua からは ADS 以外にも、epi-cedrol synthase (ECS)、β
-caryophyllene synthase (QHS)、(E)-β-farnesene synthase (FS)、germacrene A synthase 










第一章 ナチュラルバリアントを用いた CYP71AV1 の比較機能解析 
1) CYP71AV1相同遺伝子の単離 
A. annua は抗マラリア活性を有する artemisinin を生産する。同属の A. afra ならびに A. 
absinthiumの葉抽出液は抗マラリア活性を持つことが報告されている。しかし、当研究室の葉抽
出物の分析結果ではこれら 2 種のヨモギ属植物から artemisinin ならびにその生合成中間物質が
検出されなかった（Suzuki et al, unpublished data）。そこで A. afraならびに A. absinthiumに
おいて artemisinin生合成関連酵素遺伝子が発現しているかどうかを調べるために、葉から RNA





2) CYP71AV1相同タンパク質の amoprha-4,11-dieneに対する酸化活性 









CYP71AV1 相 同 タ ン パ ク 質 は
amorpha-4,11-diene を基質とすることがわか
った。さらに、CYP71AV1 と CYP71AV1相同
タンパク質発現酵母の酸化活性を比較した結果、CYP71AV1では 3段階目の酸化物 artemisininc 
acid が蓄積するのに対し、CYP71AV1 相同タンパク質では 1 段階目の酸化物である artemisinic 





 CYP71AV1と CYP71AV1 相同タンパク質 2種間のアミノ酸配列を比較した結果、全長 495ア
ミノ酸残基中異なるアミノ酸が 23残基あった。そこで、この 23残基を 3区画に分け CYP71AV1














A. absinthiumの葉から RNAを調製し、A. annuaで単離報告されている ECS、QHS、FS、
GASの発現を RT-PCRで調べた。その結果、FS、QHS、GASの発現が両植物で確認された。葉
の抽出物のセスキテルペノイドプロファイルと対応する合成遺伝子の発現を比較した結果、FSと
QHS の発現と葉のセスキテルペノイドプロファイルが一致した。しかし、両植物ともに GAS の
発現に対応する germacrene A*2 は検出されなかった。一方、germacrene A の異性体である




2) 酵母発現系を用いた推定 GASの機能解析 














CYP71AV1 の C 末端側に存在するループ上に位置し、そ





Ro らは、artemisinin の半合成を目指し artemisinic 
acidを過剰量生産する改変酵母を作出し、その改変酵母で 
ADS と CYP71AV1 を発現させることで、培養液 1L あた
り250mg/Lのartemisinic acidの合成に成功した(Ro et al, 
2006, Ro et al, 2008)。現在、CYP71AV1の二段階目の酸
化 産 物 で あ る artemisinic aldehyde か ら
dihydroartemisinic aldehyde を経る経路が artemisinin
生合成主要経路として提唱されている（図 3）。さらに、その経路に関わる酵素遺伝子すでに単離
されている。今後、artemisinic aldehydeを蓄積する CYP71AV1の作出が必要になると考えられ
















1) CYP71AV1相同遺伝子が artemisinin非産生ヨモギ属植物で発現していた。 






*1) cytochrome P450 reductase (CPR) 
 NADPHから電子を受け取り、P450に電子を供給する還元酵素。P450の酸化反応には、ヘム
を還元し P450に結合した酸素分子を活性化するための電子の供給が必要であることから、P450
の酵素活性を見る際は CPR 等の還元酵素が必要になる。 
 
*2) germacrene A 
 GC-MS を用いて分析した時、germacrene A はβ-elemene として検出されることが知られている。
これは、試料注入時の高温処理により分子内環化（Cope 転位）が起こるためと考えられている。
本研究で germacrene A はβ-elemeneとして検出した。 
 
